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RESUMO 
 
Os ésteres de ácidos graxos são substâncias normalmente encontradas na natureza e 
são utilizados como intermediários na síntese orgânica de diversos produtos. São também 
obtidos a partir da esterificação de ácidos graxos com álcoois na presença de catalisadores. As 
reações de esterificação podem ser catalisadas por ácidos, bases ou por catálise enzimática. 
Um processo alternativo para esterificação, baseia-se no uso de irradiação microondas, uma 
tecnologia de fácil operação, econômica em termos de energia, com tempo de processamento 
reduzido, aquecimento extremamente rápido e menor relação álcool/óleo. A comparação 
reações de esterificação em batelada com aquecimento convencional e com aquecimento por 
aplicação da radiação micro-ondas monomodo são aspectos propostos neste trabalho. Neste 
contexto de inovação biotecnológica e de rotas de avanços industriais nesta área biocatalítica, 
este trabalho tem como objetivo avaliar o processo de esterificação de ácido oleico/álcool 
(etanol, 1-Butanol, 1-Hexanol, 1-Octanol), utilizando catalisador químico (ácido sulfúrico) e 
enzimático (Lipase livre NS 40116), frente ao aquecimento convencionale micro-ondas. As 
reações de esterificação foram conduzidas utilizando os seguintes parâmetros: razão molar 
ácido oleico/álcool 1:6, 1% de catalisador químico, 2% de catalisador enzimático e 10% de 
água, temperatura de 45 °C em diferentes tempos reacionais. Nestas condições, o catalisador 
enzimático atinge níveis de consumo do ácido oleico superiores aos proporcionados pelo uso 
do catalisador químico utilizando etanol, sendo que após cerca de 2 horas de reação, 40% de 
ácido graxo foi consumido nas reações que utilizaram o catalisador enzimático e 10% 
naquelas catalisadas pelo sistema químico, sugerindo um melhor desempenho do catalisador 
enzimático para as condições reacionais investigadas sem o uso de micro-ondas. As reações 
em sistemas químicos e enzimáticos descritos anteriormente foram também realizadas em 
micro-ondas, onde se observaram que os catalisadores apresentam potencialidade de uso 
frente deste modo de aquecimento. Foram verificados resultados de ácido graxo residual de 
93,9% para as reações enzimáticas e 86,8% utilizando o ácido sulfúrico como catalisador, 
ambas respostas obtidas em 120 minutos de reação com uso do etanol, empregando 20 W de 
potência, e temperatura de 45ºC. Este estudo ainda apresenta as investigações acerca da 
radiação nos modos cíclicos e dinâmico, que indicaram que o modo dinâmico se apresentou 
ligeiramente superior ao modo cíclico e que isso se deve possivelmente à forma como a 
energia é desprendida nestes dois sistemas. O uso de micro-ondas sugere vantagens sobre os 
sistemas químicos e enzimáticos convencionais, principalmente quando se trata do tempo 
reacional, destacando-se pelas condições de temperatura e pelas potências amenas. 
 
Palavras-chave: Esterificação, micro-ondas, ácido oleico, enzima, catálise química.  
 
 
ABSTRACT 
 
Fatty acid esters are substances commonly found in nature and are used as intermediates in 
the organic synthesis of many products. They are also obtained by the esterification of fatty 
acids with alcohols in the presence of catalysts. The esterification reactions can be catalysed 
by acids, bases or by enzymatic catalysis. An alternative process for esterification is based on 
the use of microwave irradiation, a technology that is easy to operate, economic in terms of 
energy, with reduced processing time, extremely fast heating and lower alcohol/oil ratio. The 
comparison of conventional batch processes with the application of single mode microwave 
irradiation are aspects proposed in this work. In the context of biotechnological innovation 
and industrial advances in biocatalytic area, this this study aims to avaluate the esterification 
of oleic acid/acohol (etanol, 1-Butanol, 1-Hexanol, 1-Octanol), using an chemical (sufuric 
acid) and enzymatic catalyst (free Lipase NS 40116) against microwave single mode 
radiation. Esterification reactions were conducted using the following parameters: 1:6 oleic 
acid / alcohol molar ratio, 1% chemical catalyst, 2% enzymatic catalyst and 10% water, 
temperature of 45 ° C at different reaction times. Under these conditions, the enzymatic 
catalyst reaches levels of oleic acid consumption higher than those provided by the use of the 
chemical catalyst, and after about 2 hours of reaction, 40% of the fatty acid was consumed at 
the reactions using chemical catalyst, and 10% in those catalyzed by the enzymatic system, 
suggesting a better performance of the enzymatic catalyst for the reactional conditions 
investigated without the use of microwaves. The reactions in chemical and enzymatic systems 
described above were also carried out in microwaves, where it was observed that the catalysts 
present potential of use against the use of this irradiation. Residual fatty acid results of 93,9% 
for the enzymatic reactions and 86,8% for sulfuric acid as catalyst, both responses obtained in 
120 minutes of reaction, using 20 W of ultrasonic power, at 45 ° C. This study still presents 
the investigations about cyclic and dynamic modes of irradiation, which indicated that cyclic 
mode was slightly superior than dynamic mode, probably due to the way the energy is 
released in these two systems. The use of microwaves suggests advantages over conventional 
chemical and enzymatic systems, especially when it comes to the reaction time, being 
distinguished by temperature conditions and mild power. 
 
Keywords: Esterification, microwaves, oleic acid, enzyme, chemical catalysis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Os ésteres de ácidos graxos são substâncias normalmente encontradas na 
natureza e são utilizados como intermediários na síntese orgânica de diversos produtos, 
como solventes, aromas, medicamentos, sabões, perfumes, cosméticos, lubrificantes e 
na produção de biocombustíveis, entre outros. Dentre os ésteres de interesse comercial, 
o oleato de etila é frequentemente usado como biodiesel, aditivo de combustível diesel e 
nas indústrias de cosméticos, farmacêuticas e de alimentos (BLOOMER et al., 1992; 
YAHYA; ANDERSON; MOO-YOUNG, 1998; FORESTI; FERREIRA, 2005; 
MADALOZZO et al., 2014; XING et al., 2016; ABCHA et al., 2019; MELLO et al., 
2017; PRICHARD et al., 2017;). 
Os ésteres de cadeia longa são também obtidos a partir da esterificação de ácidos 
graxos com álcoois na presença de catalisadores. Independentemente do catalisador 
escolhido, o tipo de álcool empregado na esterificação de ácidos de cadeia longa resulta 
na produção de compostos com variadas aplicações. Por exemplo, no emprego de etanol 
ou de metanol pode resultar em biocombustíveis. O uso de butanol na esterificação 
resulta em ésteres com aplicações em aromas, em materiais impermeabilizantes e 
lubrificantes, ao passo que álcoois maiores como hexanol e octanol levam à produção de 
ceras e de lubrificantes especiais de uso na indústria farmacêutica e cosmética 
(SANTOS et al., 2015). A literatura ainda é escassa em estudos que avaliem de forma 
sistêmica o efeito do tipo de álcool na esterificação de ácidos graxos de cadeia longa.  
As reações de esterificação podem ser catalisadas por ácidos, por bases ou por 
enzimas. O processo catalítico convencional da esterificação de ácidos graxos consiste 
na catálise homogênea, com ácido mineral forte (ácido sulfúrico ou clorídrico, entre 
outros), o qual permanece dissolvido no meio de reação e deve ser removido ao final da 
reação por lavagem alcalina. Catalisadores ácidos heterogêneos como óxidos metálicos 
e resinas podem também ser empregadas no processo de transformação dos ácidos 
graxos em ésteres (KANDA et al., 2017; LIU et al., 2018). Os processos envolvendo 
catálise heterogênea, em geral, demandam grandes quantidades de energia, além de 
serem lentos (ABBAS; COMEAU, 2003; KUMAR et al., 2005; LAM; LEE; 
MOHAMED, 2010). 
Na catálise enzimática, as lipases vêm ganhando espaço e sendo muito utilizadas 
devido à sua grande disponibilidade e ao custo cada vez mais acessível. Além disso, não 
requerem cofatores, atuam em uma faixa de pH relativamente ampla, são muito estáveis 
 15 
 
neste meio, apresentam especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e 
enantiosseletividade. Possuem ainda, a habilidade de catalisar reações de esterificação, 
transesterificação (acidólise, interesterificação, alcoólise), aminólise e 
tiotransesterificação em solvente orgânico anidro, sistema bifásico e em solução 
micelar, com alta especificidade (GANDHI et al., 1997; PANDEY et al., 1999; 
MARTÍNEZ-RUIZ et al., 2018).  
Um processo alternativo para produção de ésteres baseia-se no uso de irradiação 
micro-ondas. A literatura indica como características favoráveis de tal tecnologia a 
facilidade de operação, economia de energia, tempo de processamento reduzido, 
aquecimento extremamente rápido e menor relação álcool/óleo (LEADBEATER; 
STENCEL, 2006; CHOEDKIATSAHUL et al., 2015; KHAN, 2018). Alguns trabalhos 
já têm tratado da transesterificação em micro-ondas com excelentes rendimentos 
(>90%) e impressionantes níveis de pureza (>99%), sem precisar empregar 
temperaturas e com tempos reacionais similares (AZCAN; DANISMAN, 2007; 
HERNANDO et al., 2007) ou inferiores aos empregados no aquecimento convencional 
(DAHAI, 2010; OSUNA, 2012; DA RÓS, 2013; CHOEDKIATSAHUL et al., 2015). 
Outros autores já utilizam suportes para os catalisadores, aumentando ainda mais a 
reatividade do sistema, alguns utilizam suportes sólidos (PERIN et al., 2008; MAHESH 
et al., 2015; TANGY et al., 2017) ou suportes líquidos como é o caso dos líquidos 
iônicos (XIAO et al., 2007; FENG et al., 2017; DING et al., 2018; LI et al., 2018; 
ULLAH et al., 2018), ou até mesmo combinados (ARFAN; BAZUREAU, 2005; ZHEN 
et al., 2014; PAN et al., 2019). 
Um reator micro-ondas comercial é composto por três componentes principais: 
fonte geradora de radiação micro-ondas; aplicador, cavidade onde a energia é 
transferida aos materiais, e guia de onda, que exerce a função de transferência da 
energia micro-ondas da fonte geradora à cavidade. As cavidades podem ser 
classificadas, geralmente, como monomodo (radiação projetada diretamente num ponto 
específico no reator) e multímodo (radiação distribuída dentro do reator), sendo definido 
o tipo de cavidade utilizada em função do material a ser processado (KHAN, 2018).  
Ésteres metílicos de ácidos graxos foram sintetizados a partir de óleo de soja e 
de metanol a uma temperatura de 40 °C na presença de álcool terc-amílico como 
solvente. Sob micro-ondas, 94% de conversão foi observada em 12h, enquanto o 
método convencional exigiu 24h para atingir a mesma conversão (DAHAI, 2010). A 
produção de ésteres, a partir de óleo de palma, com o uso de irradiação de micro-ondas, 
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foi investigada por Choedkiatsahul et al. (2015). Verificou-se a produção de éster com 
teor de 99,4%, em um tempo reacional de 1,75 min, a 70 °C e a 1% de NaOH.  
Na síntese biocatalítica, problemas relacionados à taxa de reação lenta, longo 
período reacional e baixa conversão podem ser solucionados com a aplicação de micro-
ondas. A irradiação de micro-ondas proporciona um aquecimento elevado de forma 
pontual que, por sua vez, provoca o aumento da taxa de reação e, consequentemente, 
reduz expressivamente o tempo de síntese. Ainda, a irradiação micro-ondas exerce 
maior influência sob moléculas polares com elevado momento dipolo, como lipases e 
substratos utilizados na síntese enzimática que apresentam natureza polar. Tais 
moléculas apresentam uma tendência superior em absorver a energia das micro-ondas, 
em relação às moléculas com menor momento dipolo. Sendo assim, a irradiação micro-
ondas pode facilitar a aproximação do substrato ao sítio ativo da enzima, ou seja, 
aumentando a possibilidade de interação efetiva do substrato com o biocatalisador 
(KHAN; RATHOD, 2018). 
A comparação de processos de batelada convencional com modos de aplicação 
da irradiação micro-ondas monomodo são aspectos propostos neste trabalho. Neste 
contexto de inovação biotecnológica e de rotas de avanços industriais nesta área 
biocatalítica, optou-se por fazer o estudo para a avaliação comparativa entre o processo 
de catálise convencional e enzimática, nas reações de esterificação (ácido oleico/etanol) 
com emprego de ácido sulfúrico e enzima lipase. 
 
1.1 OBJETIVOS 
 
1.1.1 Objetivo geral  
 
Avaliar o processo de esterificação de ácido oleico com diferentes álcoois, 
utilizando catalisadores químicos e enzimáticos, frente ao aquecimento convencional e 
micro-ondas. 
Para alcançar o objetivo proposto neste trabalho, os seguintes objetivos 
específicos estão contemplados. 
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1.1.2 Objetivos específicos 
 
 Comparar catalisadores em modo convencional com etanol. 
 Comparar sistemas de aquecimento para esterificação com ácido sulfúrico e enzima 
NS-40116 livre com etanol. 
 Comparar modo de aplicação das micro-ondas na reação de esterificação com ácido 
sulfúrico e enzima NS-40116 livre com etanol. 
 Comparar diferentes álcoois na reação de esterificação com micro-ondas via 
enzimática e química. 
 Comparar métodos convencional e micro-ondas para os diferentes álcoois, via 
catálise química e enzimática. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
Neste capítulo, são abordados temas referentes à esterificação de ácido oleico 
com etanol, catalisada por H2SO4 e NS-40116 em meio convencional e em micro-ondas, 
frente a diferentes modos de operação, cíclico e dinâmico, bem como, o uso de distintos 
álcoois. 
 
2.1 ESTERIFICAÇÃO ÁCIDO OLEICO VIA ENZIMÁTICA 
 
A reação de esterificação consiste na obtenção de ésteres a partir da reação entre 
um ácido graxo e um álcool de cadeia curta (metanol ou etanol), com formação de água 
como subproduto. A reação de esterificação pode ser catalisada por ácidos de Brøsnted 
ou de Lewis, por bases de Lewis, além de enzimas (LEÃO, 2009; SANTOS, 2012; 
SMITHMAITRIE; PRATEEPCHAIKUL, 2013; TACCA et al., 2014; SOMNUK). 
A esterificação catalisada por enzimas adquiriu atenção em muitas aplicações, 
devido à sua importância industrial, especialmente nas atividades que envolvem 
emprego de ésteres orgânicos, como na biotecnologia e na indústria química (TORRES; 
CASTRO, 2004). Alguns fatores influenciam o rendimento do éster, como as 
concentrações de enzima e de substratos, razão molar, temperatura da reação, teor de 
água (ZAKS; KLIBANOV, 1988; SILVA et al., 2018b; STERGIOU, 2013). 
 
2.1.1 LIPASES 
 
As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) constituem uma das classes 
mais conhecidas de enzimas e são classificadas como hidrolases, cuja principal função 
biológica é catalisar a hidrólise de triacilgriceróis, insolúveis em ácidos graxos livres, 
mono, diacilgliceróis e glicerol. Além da sua função natural, as lipases podem catalisar 
uma série de reações, como por exemplo alcoólise, hidroesterificação, esterificação e 
transesterificação (Figura 1) (BROCKMN; MOMSEN; TSUJITA, 1988; FREIRE, 
1996; HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004; SAYLOR; LOVE, 2016; LI et al., 2019). 
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Figura 1 – Reações catalisadas pela enzima lipase. 
 
 
Fonte: VILLENUEVE et al. (2000). 
 
As lipases podem ser encontradas em diversas espécies de animais, de plantas, 
de fungos e de bactérias. As formulações produzidas por micro-organismos são as mais 
utilizadas, devido, principalmente, aos menores custos de produção, às facilidades 
operacionais, à maior estabilidade térmica, à fácil modificação de suas estruturas e aos 
maiores rendimentos (BROCKMN; MOMSEN; TSUJITA, 1988; SANTOS, 2016).  
Algumas características das lipases fazem com que as mesmas apresentem 
vantagens significativas para aplicações em processos industriais em diferentes setores. 
As lipases são enzimas estáveis e atuam em uma ampla faixa de pH, possuem elevada 
especificidade, não requerem cofatores, exigem condições menos brandas e requerem, 
dessa forma, menor gasto energético nos processos industriais, apesar de também serem 
estáveis a altas temperaturas quando se faz necessário e são aplicáveis a uma 
diversificada gama de materiais, devido à sua capacidade de reagir e de tolerar 
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condições diversas (HASAN et al., 2006; FAN; QIAN, 2010; HORCHANI, 2012, 
ANGAJALA; PAVAN; SUBASHINI, 2016).  
As lipases se destacam entre as hidrolases em função das suas inúmeras 
aplicações, sendo usadas em indústrias de produtos de higiene e de limpeza, de 
medicamentos, de alimentos (panificação, lácteos, carnes, bebidas, por exemplo), 
têxteis, de papel e de celulose, de curtumes, de cosméticos, de biossensores e de 
tratamento de resíduos. É comum o uso das lipases em alimentos, na produção de ácidos 
graxos essenciais, como ácido linolênico e α-linolênico, assim como para reações de 
desacetilação da quitosana e de produção de oligossacarídeos (MESSIAS et al., 2011; 
MENDES et al., 2012; SANTOS, 2016). 
A reação da lipase com o substrato ocorre na camada lipídio/água, sendo o sítio 
ativo composto, principalmente, de uma tríade de aminoácidos, contendo serina, 
histidina e aspartato. Esse sítio ativo é protegido por uma estrutura helicoidal 
oligopeptídica, que forma uma “tampa”, que se desloca quando a lipase se liga à 
interface lipídica, abrindo caminho para o substrato (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; 
TORRES, 2017). 
 
2.1.2 Lipase NS-40116 
 
A enzima microbiana lipase NS-40116 ou Callera trans L® (Novozymes) é 
proveniente do microrganismo Thermomyces lanuginosus (PRICE et al., 2014; 2016). 
Por apresentar estabilidade à temperaturas de 40-60ºC, e atividade em pH alcalino, 
próximo de 9, e ser comercializada como uma formulação líquida, faz com que seu uso 
seja desejável para diversos processos industriais (FERNANDES et al., 2004; 
PETERSEN; FOJAN; PETERSEN, 2001; RIBEIRO et al., 2011; TORRES, 2017). 
A lipase de Thermomyces lanuginosus é um monômero, com 269 aminoácidos, 
massa molecular 31,700 g/mol e ponto isoelétrico (pI) de 4,4. Ela possui forma 
estrutural esférica, de dimensões 35A x 45A x 50A, e uma pequena α-hélice (86 a 93 
aminoácidos) como ‘tampa”. Como lipase, seu sítio ativo é composto de uma tríade 
catalítica Serina-Histidina-Aspartato, e possui, na “tampa”, um resíduo de triptofano 
(RODRIGUES et al., 2009; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; TORRES, 2017). A 
Figura 2 apresenta a estrutura tridimensional da lipase de Thermomyces lanuginosus 
obtida por análise de cristalografia por método e difração de raio-X em forma de 
monômero (a) e dímero (b) (TORRES, 2017) 
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Alguns autores têm feito estudos, utilizando a lipase NS-40116 na sua forma 
livre para produção de biodiesel. Santos (2016), ao produzir ésteres metílicos a partir de 
óleo de macaúba bruto com a lipase NS-40116 livre, observou que a enzima é capaz de 
esterificar os ácidos graxos livres presentes na matéria. Cesarine, Dias e Nielsen (2013) 
observaram altas taxas de transesterificação e atividade de esterificação com o uso desta 
lipase. No estudo de Silva et al. (2018a), avaliou-se o uso da lipase NS-40116 para 
catalisar a transesterificação da gordura abdominal de frango. Os autores verificaram 
uma conversão de 77% com 0,3% da enzima, 2% de água, razão molar de metanol de 
1:4,5, 30 e 250 rpm em 24h. Assim, verifica-se que a enzima NS-40116, apresenta 
potencial para uso em reações de esterificação, com aquecimento convencional e micro-
ondas. 
 
Figura 2 – Estrutura cristalina de alta resolução da lipase de Thermomyces lanuginosus, 
Protein Data Bank (a)-PDB ID: 1DT3; (b)-PDB ID: 4ZGB). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: BRZOZOWSKI et al. (2000) e KUMAR e et al. (2015). 
 
 
2.2 ESTERIFICAÇÃO ÁCIDO OLEICO VIA CATÁLISE QUÍMICA 
 
O processo da reação de esterificação é reversível, obtendo como produto 
principal, um éster específico. Entre os diversos métodos que podem ser utilizados para 
sintetizar os ésteres, um bom exemplo é a reação de esterificação de Fischer e Speier 
(1895), na qual, sob aquecimento, um ácido carboxílico reage com um álcool, 
produzindo éster e água. Essa reação, quando processada em temperatura ambiente, é 
(a) (b) 
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lenta, mas pode ser acelerada com o emprego de aquecimento e/ou com catalisador 
(exemplo, o ácido sulfúrico H2SO4).  
A reação de esterificação consiste na reação de um ácido graxo com um álcool 
na presença de um catalisador ácido. Os catalisadores homogêneos, usualmente ácidos 
minerais fortes, apresentam excelentes rendimentos reacionais. Para ser possível que 
sólidos ácidos possam ser utilizados como catalisadores em processos industriais é 
necessário que eles apresentem estabilidade nas condições operacionais, resistência 
térmica e mecânica, alta área superficial específica e elevada atividade e seletividade. 
Assim sendo, são encontrados, na literatura, trabalhos abordando diversos sólidos, 
como: zeólitas, óxidos sulfatados e catalisadores à base de carbono, inclusive oriundos 
de biomassa. Muitos destes estudos visam aumentar a estabilidade e melhorar as 
propriedades texturais destes materiais, assim como também desenvolver novos sólidos 
que possam vir a ser usados como catalisadores heterogêneos eficientes (PEREIRA, 
2004; CHOUHAN; SARMA, 2011; LIU et al., 2013; LIU; MELERO et al., 2014; 
WEN; CUI, 2015; MAO et al., 2018; WANG; FANG; ZHANG, 2019). 
Apesar de os catalisadores heterogêneos apresentarem vantagens em relação aos 
catalisadores homogêneos, ainda são necessários estudos, considerando que estes, 
apresentam baixa atividade, requerem condições extremas em relação ao rendimento e 
ao tempo da reação (ZHANG et a.l, 2010) 
 
2.3 RADIAÇÃO MICRO-ONDAS 
 
A radiação de micro-ondas consiste em ondas eletromagnéticas com 
comprimento de onda de 1mm a 1m e com frequência correspondentes entre 300 GHz e 
300 MHz (THOSTENSON; CHOW, 1999; HORIKOSHI et al., 2018). A fonte, as 
linhas de transmissão e o aplicador, são os principais componentes do micro-ondas. A 
fonte gera a radiação eletromagnética, e as linhas de transmissão fornecem a energia 
eletromagnética da fonte do aplicador e, no aplicador, a energia é absorvida ou refletida 
pelo material (THOSTENSON; CHOW, 1999; SANTOS, 2017).  
A energia liberada pela radiação de micro-ondas é insuficiente para quebrar uma 
ligação química e, consequentemente, para promover modificações químicas nos 
compostos. A eficiência do aquecimento por micro-ondas está ligada às propriedades 
dielétricas, ou seja, na capacidade de um material em absorver a energia de micro-ondas 
e convertê-la em calor, na profundidade da penetração da radiação, da frequência e do 
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modo de operação (monomodo e multimodo) (CHANDRASEKARAN; 
RAMANATHAN; BASAK, 2012). 
Em reatores monomodo, a radiação de micro-ondas é gerada por um único 
magnetron e direcionada para a cavidade do reator onde a amostra está localizada. Essa 
cavidade é colocada no ponto em que a energia de micro-ondas é maximizada. A 
radiação interage com a amostra através de um campo eletromagnético relativamente 
homogêneo, que possui alta intensidade de potência. A configuração de modo único 
exige uma pequena cavidade de aplicação de micro-ondas, promovendo assim um 
campo de alta densidade de micro-ondas que interage com a amostra.  
Por outro lado, os reatores de micro-ondas multimodo têm, geralmente, 
cavidades maiores. Neste sistema, um ou mais magnetrons geram o campo de micro-
ondas, que é conduzido por uma guia de ondas e distribuído aleatoriamente por um 
agitador e, consequentemente, a radiação interage com a amostra de forma caótica. A 
configuração multimodo gera múltiplas regiões com altos e baixos níveis de intensidade 
de energia, o que resulta em um perfil de aquecimento de amostra heterogêneo. Para 
superar essa desvantagem, as amostras são mantidas sob rotação constante para fornecer 
uma distribuição de energia igual. Neste sentido, espera-se que os reatores monomodo, 
promovam uma aplicação de micro-ondas mais eficiente. No entanto, uma vez que o 
modo multimodo é menos sensível à geometria ou à posição do material, é tomado 
como o mais versátil (SANTOS, 2013). 
 
2.3.1 Princípios teóricos 
 
O conhecimento de parâmetros ou de aspectos fundamentais da cinética de 
aquecimento é de extrema importância, para conduzir a busca por condições 
operacionais mais favoráveis, que otimizem o processo com micro-ondas, pois os 
fatores abaixo influenciam diretamente no estudo do presente trabalho. 
 
2.3.1.1 Propriedades dielétricas 
 
Conceitualmente a constante dielétrica, ε', representa a habilidade do material 
em armazenar a energia fornecida pela radiação micro-ondas incidente. A constante de 
perda dielétrica, ε'', está relacionada a eficiência na qual aquela energia absorvida é 
transformada em calor. A razão entre a constante de perdas e a constante dielétrica é 
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conhecida como tangente de perdas. A habilidade de um material em converter energia 
eletromagnética em calor a uma dada temperatura e frequência de radiação é 
determinada pelo valor da tangente de perdas. Isso permite comparar a eficiência de 
diferentes materiais em gerar calor a partir da aplicação de radiação micro-ondas 
(KAPPE et al., 2009). 
 
2.3.1.2 Profundidade de penetração 
 
A profundidade de penetração da radiação micro-ondas nos materiais é definida 
como a profundidade na qual a magnitude da energia incidente decai a metade de seu 
valor na superfície do material (BRADSHAW et al., 1998). Segundo estes autores, ao 
gerar aquecimento a partir de radiação com maiores comprimentos de onda, tal qual a 
frequência de rádio, a profundidade de penetração é grande. Essa vantagem garantiria 
um aquecimento uniforme do material processado. Entretanto, para a frequência de 2,45 
GHz comumente usada na aplicação de micro-ondas, a profundidade de penetração da 
radiação é muito pequena, ocorrendo, na maioria das vezes, ser menor que o material 
processado. Esse fato resulta em um aquecimento altamente heterogêneo. 
 
2.3.1.3 Frequência de operação 
 
Todos os fornos micro-ondas domésticos e a grande maioria dos reatores micro-
ondas dedicados e produzidos comercialmente operam na banda de frequência de 2,45 
GHz, que corresponde a 12 cm de comprimento de onda. Isso ocorre, principalmente, 
para que se evite gerar interferência nas telecomunicações, nas redes wireless e nas 
linhas telefônicas. Ademais, para fins domésticos, essa frequência é considerada ótima, 
uma vez que o magnetron gerador de radiação nessa frequência pode ser produzido a 
baixo custo. Entretanto, para aplicação laboratorial e/ou industrial, essa banda de 
frequência não pode ser considerada como a mais indicada. Tem-se como exemplo o 
aquecimento via micro-ondas da água, que possui frequência de ressonância de 18 GHz 
e, portanto, apresentaria maior eficiência da conversão de energia micro-ondas em 
energia térmica em outra faixa de frequência (BILECKA; NIEDERBERGER, 2010). 
 
2.3.1.4 Modo de aplicação monomodo 
 
 25 
 
No processo de irradiação monomodo, as cavidades são projetadas para 
direcionar as micro-ondas precisamente na amostra. Para isto, elas possuem formato 
especial com seção transversal circular ou retangular (CHANDRASEKARAN et al., 
2011). Seu tamanho é da ordem de um comprimento de onda, aproximadamente. Essas 
cavidades requerem uma fonte de radiação que tenha pouca variação na frequência de 
saída. A distribuição do campo eletromagnético não é uniforme, mas previsível por 
meio de técnicas analíticas ou numéricas (THOSTENSON; CHOU, 1999).  
A utilização de cavidades monomodo permite definir posições precisas nas quais 
a intensidade do campo elétrico é máxima. Este tipo de cavidade tem a vantagem de 
garantir uma aplicação mais eficiente da energia micro-ondas. Entretanto, ela pode 
apresentar diferenças significantes de sua eficiência ao variar o volume de material 
processado (STUERGA; DELMOTTE, 2002). 
 
2.3.2  Efeitos térmicos e não térmicos 
 
Os efeitos térmicos gerados pelo processamento via micro-ondas surgem das 
diferentes características entre o aquecimento dielétrico e convencional. No sistema 
convencional, a transferência de calor ocorre da superfície para o interior da amostra 
através de correntes de condução e de convecção. As taxas de aquecimento são 
reduzidas e dependem da condutividade térmica do material. Já para o aquecimento 
dielétrico, o aquecimento se dá rapidamente e de maneira volumétrica, do centro do 
material para a sua superfície (DE LA HOZZ, et al., 2005; FORTUNY et al., 2008; 
SANTOS, 2013).  
Além dos efeitos térmicos, existem indicações da existência de efeitos não 
térmicos quando utilizado o aquecimento micro-ondas. Este provocaria a alteração de 
propriedades termodinâmicas do sistema submetido à radiação. Teoricamente estas 
implicações decorrem da interação direta do campo elétrico com moléculas específicas 
ou em estado de transição no meio reacional. Podendo ainda favorecer a eficiência das 
colisões moleculares devido à orientação das moléculas polares envolvidas na reação. 
Entretanto, a literatura está repleta de relatos conflitantes relacionados à existência 
desses efeitos não térmicos (KAPPE; DALLINGER, 2006; FORTUNY et al., 2008). 
 
2.3.3 Aplicações 
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Diversas aplicações quanto ao uso de micro-ondas são encontradas nas 
diferentes áreas da indústria. Alguns dos estudos encontrados na literatura a respeito do 
tema, estão descritos neste item do presente trabalho. 
Segundo Santos (2013), no estudo da quebra de emulsões de petróleo regido 
pelos mecanismos de condução e de convecção, o aquecimento convencional mostrou-
se lento e ineficiente em comparação à radiação micro-ondas, havendo vantagem do 
aquecimento multimodo sobre o monomodo.  
Estudos para a produção de biodiesel a partir de resíduos de óleo de cozinha com 
ácidos graxos livres utilizado na reação de esterificação assistida por micro-ondas onde 
Yin et al. (2013), obteve mais de 90% de conversão da esterificação alcançada em 7h 
por aquecimento por micro-ondas, enquanto que levou cerca de 12h por aquecimento 
convencional. 
Yu et al. (2010), quando se fez o estudo dos ésteres metílicos de ácidos graxo 
em que foram sintetizados a partir de óleo de soja e de metanol a uma temperatura de 40 
°C na presença do álcool terc-amílico como solvente. Por micro-ondas, 94% de 
conversão foi observada em 12h, enquanto o método convencional exigiu 24h para 
atingir a mesma conversão. 
A síntese biocatalítica do biodiesel por transesterificação de óleo de palma e de 
álcool de cadeia curta como o etanol foi realizada usando lipase imobilizada por 
Pseudomonas fluorescens sob um sistema de aquecimento por micro-ondas. Uma 
conversão de 97,56% foi observada em 12 h de reação. Valor este seis vezes maior do 
que a conversão observada em um sistema de agitação mecânica (DA RÓS et al., 2013). 
Na síntese de ésteres de ácido láurico usando Novozym 435, o aquecimento 
convencional requereu 24h, enquanto a reação foi completada em apenas 8min sob o 
sistema de micro-ondas (OSUNA, 2012). Porém, a literatura ainda é bastante escassa 
em trabalhos que foquem o modo de operação do micro-ondas sobre a reação de 
esterificação, seja química ou enzimática. 
Saifuddin et al. (2009), ao fazer um estudo de um método híbrido para a síntese 
de biocombustíveis, foi combinada a hidrólise enzimática com a esterificação catalisada 
por ácido. Na hidrólise enzimática, foram utilizados o particionamento trifásico (TPP) e 
a secagem em micro-ondas para melhorar a atividade e a estabilidade das enzimas. A 
enzima tratada foi ainda utilizada para a hidrólise do óleo de cozinha residual a 40°C 
num meio bifásico. Observou-se que a atividade enzimática foi melhorada em 1,6 vezes 
com micro-ondas, em comparação com a técnica convencional. Assim, a energia de 
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micro-ondas pode melhorar significativamente as conversões em um curto período de 
tempo em comparação com o aquecimento convencional. 
Santos (2013), observou no estudo da quebra de emulsões de petróleo, em que o 
aquecimento monomodo necessitou de menores quantidades de energia que o 
aquecimento multimodo para atingir a mesma temperatura e/ou eficiência de separação. 
Este comportamento também foi verificado no estudo de Santos et al. (2017) que 
avaliou a eficiência de quebra de emulsão de água em óleo bruto, pela aplicação de 
micro-ondas (multimodo e monomodo). A utilização de cavidades monomodo permite 
definir posições precisas nas quais a intensidade do campo eletromagnético é máxima. 
Este tipo de cavidade tem a vantagem de garantir uma aplicação mais eficiente da 
energia micro-ondas. Entretanto, ela pode apresentar diferenças significantes de sua 
eficiência ao variar o volume de material processado. Por outro lado, os reatores de 
micro-ondas multimodo que possuem cavidades maiores, contam com a interação 
radiação x amostra, de uma maneira caótica, gerando regiões com altos e baixos níveis 
de intensidade de energia, o que resulta em um perfil de aquecimento heterogêneo da 
amostra. Neste sentido, espera-se que reatores com cavidade monomodo, promovam 
uma aplicação de micro-ondas mais eficiente (STUERGA; DELMOTTE, 2002; 
SANTOS et al., 2017).  
 
2.4 ESTADO DA ARTE 
 
A revisão da literatura realizada durante a execução deste trabalho mostrou que 
até onde se tem conhecimento as publicações que tratam do efeito da radiação micro-
ondas sobre a esterificação de ácido oleico no processo catalítico enzimático são quase 
inexistentes. 
Nos últimos anos, o aquecimento por micro-ondas tem atraído interesse como 
um método eficaz para aumentar as taxas de reações e, em alguns casos, melhorar os 
resultados da reação. O método de aquecimento também tem sido usado com sucesso na 
síntese peptídica e química. Aspecto do aquecimento por micro-ondas que tem 
levantado um debate significativo são as origens dos diferentes resultados das reações 
efetuadas por micro-ondas ou por aquecimento convencional. Para essas discussões, o 
efeito específico das micro-ondas foi frequentemente referido na literatura nos últimos 
anos.  
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A radiação micro-ondas tem sido usada para acelerar a reações, especialmente 
em reações enzimáticas em meio não-aquoso desde a última década. A maioria dos 
estudos enfocou o efeito de micro-ondas na taxa de reação inicial conversão de reagente 
e/ou seletividade de reação, enquanto poucos relatos relacionados como o efeito não 
térmico têm influência na afinidade do substrato ou no mecanismo enzimático. O 
aquecimento de líquidos, usando micro-ondas, pode ser explicado pela interação da 
matéria com o campo eletromagnético da radiação incidente, causando o movimento de 
íons, bem como de dipolos induzidos ou permanentes. Além do rápido aquecimento dos 
materiais, alguns autores consideram que as micro-ondas podem fornecer efeitos 
específicos (não puramente térmicos) geralmente ligados à absorção seletiva de energia 
de micro-ondas por moléculas polares (PERREUX, L.; LOUPY, A.; 2006). De acordo 
com esse conceito, a radiação micro-ondas resulta em uma mudança nas propriedades 
termodinâmicas dos sistemas reativos. Um exemplo deste efeito seria a redução da 
energia livre de Gibbs de ativação de reações devido ao armazenamento de energia de 
micro-ondas como vibração de energia de uma molécula ou de um grupo funcional 
(efeito de entalpia), ou pelo alinhamento das moléculas (efeito entrópico) (LOUPY, A., 
PERREUX, L., LIAGRE, M., et al., 2009). Além disso, acredita-se que as micro-ondas 
favorecem a eficiência das colisões moleculares, devido à orientação das moléculas 
polares envolvidas na reação. Todas essas propriedades tornam a radiação micro-ondas 
uma ferramenta interessante para o processo enzimático.  
A evolução no desenvolvimento da técnica de aplicação das micro-ondas no 
processamento de catálise enzimática é notável. Com o propósito de se obter maior 
confiabilidade no controle dos parâmetros experimentais, substituíram-se os fornos 
domésticos por equipamento específico. Assim, pode-se verificar a real influência 
daqueles parâmetros na eficiência do processo. Todos os trabalhos até então publicados 
foram conduzidos em batelada, e considerando apenas um modo de aplicação da 
radiação, monomodo ou multimodo. Contudo, ainda não se buscou analisar a influência 
da variação do mecanismo de incidência das micro-ondas na eficiência do processo.  
Desta feita, o processamento, via aquecimento por radiação micro-ondas, surge 
como alternativa promissora. Uma vez que se dá de maneira localizada, a amostra é 
aquecida do seu interior para fora, em contraposição ao aquecimento superficial gerado 
pelo método convencional. Todavia, a aplicação do aquecimento dielétrico gerado pelas 
micro-ondas não aparece como técnica substituta àquelas já estabelecidas, mas auxiliar. 
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Assim, é de extrema importância para a indústria compreender as melhores maneiras de 
se aplicar o aquecimento micro.  
Diante do cenário atual, este trabalho busca o levantamento de dados técnicos 
sobre o efeito da aplicação de radiação micro-ondas, monomodo, sobre a eficiência da 
esterificação enzimática e química. 
 
3 MATERIAIS E MÉTODOS EXPERIMENTAIS 
 
 Neste capítulo será apresentada a descrição das atividades realizadas durante o 
desenvolvimento deste trabalho. Os experimentos foram executados no Laboratório de 
Efluentes da Universidade Federal da Fronteira Sul – Erechim e no Núcleo de Estudos 
em Sistemas Coloidais – NUESC, o qual pertence ao Instituto de Tecnologia e Pesquisa 
da Universidade Tiradentes, Aracajú – SE. 
 
Figura 3 – Fluxograma evidenciando as atividades realizadas para análise da 
esterificação de ácido oleico em aquecimento convencional e micro-ondas por síntese 
química e enzimática. 
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3.1 MATERIAIS 
 
Nas reações enzimáticas utilizou-se a lipase utilizada NS-40116 livre em 
formulação líquida desenvolvida pela empresa Novozymes®, produzida a partir do 
fungo termofílico Thermomyces lanuginosus. Para as reações utilizando catalisador 
químico, foi utilizado o Ácido Sulfúrico (98% Synth). Para reações e análises, foram 
utilizados álcool etílico (Synth), 1-butanol, 1-hexanol, 1-octanol (Sigma-Aldrich), ácido 
oleico (Dinâmica), hexano (Synth), acetona (Dinâmica), solução de hidróxido de sódio 
0,02N (Vetec), éter (Dinâmica) e água destilada. Os reagentes e os solventes possuem 
grau PA e foram empregados como recebidos, sem nenhuma purificação adicional.  
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3.2 UNIDADES EXPERIMENTAIS 
 
Os experimentos para esterificação do ácido oleico foram conduzidos em reator 
batelada, caracterizado como modo convencional, bem como em reator micro-ondas 
monomodo, com modo de operação cíclico e dinâmico. Tais unidades são apresentadas 
a seguir.   
 
3.2.1 Reator em batelada convencional  
 
Os ensaios, via reator convencional, foram realizados em reator de batelada, 
conforme Figura 3. Com temperatura de 45ºC, agitação de 250 rmp, no qual foram 
alojados frascos de vidro que continham a mistura reacional (composta por álcool, ácido 
oleico e catalisador), devidamente fechados, conforme os tempos de reação 
estabelecidos. Concluído o tempo de reação, os tubos eram retirados e imediatamente 
coletadas amostras para realizar as análises descritas posteriormente. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 – Reator de batelada convencional utilizado para as reações de esterificação 
química e enzimática do ácido oleico empregando aquecimento convencional. 
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3.2.2 Reator micro-ondas monomodo 
 
O equipamento micro-ondas monomodo que foi utilizado neste trabalho é o reator 
micro-ondas da marca CEM, modelo Discover. Este equipamento possui uma única 
cavidade com sete pontos diferentes de emissão das micro-ondas, potência máxima de 
300 W e recipiente de vidro, tipo tubo, com volumes de 10ml e 35ml. Também possui 
acessórios para a utilização de balões de vidro com fundo redondo com até 100ml, em 
sistema aberto, utilizando o condensador. A Figura 5 apresenta uma vista geral e 
detalhada do reator micro-ondas. 
 
Figura 5 – Vistas do reator micro-ondas monomodo (CEM, modelo Discover) utilizado 
para as reações de esterificação química e enzimática do ácido oleico empregando 
radiação micro-ondas. 
 
 
O reator de micro-ondas tem uma agitação mais eficiente devido ao modelo de 
frasco e único ponto de agitação, o que favorece a estabilidade da mistura no meio 
reacional ácido/álcool/catalisador. O software operacional do equipamento faz o 
controle instantâneo de tempo, de pressão, de temperatura e de potência, parâmetros que 
podem inclusive ser alterados no decorrer da reação. Adicionalmente, o reator possui 
modos de trabalhos distintos que variam a forma de emissão das micro-ondas no reator. 
O modo cíclico, que tem potência pré-definida (20W), mantendo a temperatura (entre 
45 °C e 60 ºC) e o modo dinâmico onde a potência é modulada (até 20W) em função da 
temperatura (45 ºC). Ambos os modos de irradiação podem ser visualizados na Figura 
6. 
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Figura 6 – Perspectiva da energia das micro-ondas direcionada na amostra, nos modos 
cíclico (a) e dinâmico(b). 
 
(a)          (b) 
 
 Fonte: Autor. 
 
 
3.3 MÉTODOS E PROCEDIMENTOS 
 
3.3.1 Esterificação de ácido oleico utilizando lipase NS-40116 em modo 
convencional 
 
Foram realizadas reações de esterificação do ácido oleico e do etanol (razão 
molar 1:6) em um volume de aproximadamente 5ml, utilizando 0,1g (2%) da lipase NS-
40116 livre como catalisador e 0,5g (10%) de água (denominada mistura reacional), 
valor determinado a partir de levantamentos realizados na literatura e de recomendações 
do fabricante da enzima. O frasco, contendo a mistura reacional, foi levado ao reator 
batelada a 45 °C com agitação de 250 rpm. A razão molar ácido/álcool é um parâmetro 
importante em reação de esterificação uma vez que a reação é reversível. Segundo 
Chiaradia et al. (2012) e Azudin et al. (2013), um excesso de álcool pode afetar 
positivamente o processo de conversão. Alta concentração de álcool geralmente leva aos 
níveis mais elevados de conversão devido à disponibilidade de excesso de nucleófilo 
para transferência do substrato. Os parâmetros definidos para o procedimento 
experimental foram baseados em trabalhos anteriores da literatura, como Fagundes 
(2016) e Santos (2016), além de considerados os estudos realizados por nosso grupo de 
pesquisa.  As reações foram conduzidas independentemente nos tempos de 5, 15, 30, 
45, 60, 120, 180 e 240 min. 
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3.3.2 Esterificação de ácido oleico utilizando catalisador químico em modo 
convencional 
 
Foram realizadas reações de esterificação do ácido oleico e etanol (razão molar 
1:6) em um volume de aproximadamente 5ml, utilizando 0,05g de ácido sulfúrico como 
catalisador. O procedimento realizado para essa reação foi o mesmo descrito no item 
3.3.1.  
 
3.3.3 Esterificação de ácido oleico em micro-ondas monomodo 
 
Os ensaios via micro-ondas monomodo em batelada foram realizados em um 
reator Discover sp (CEM), conforme Figura 5. Com uma potência máxima de aplicação 
de 300 W, este equipamento emite radiação a uma frequência de 2,45 Ghz. A energia é 
aplicada de forma direcionada e concentrada na amostra. A cavidade de aplicação das 
micro-ondas é de tamanho relativamente reduzido, na qual foi alojado apenas um tubo 
por vez. Cerca de 5ml das amostras a serem irradiadas eram colocadas em tubos de 
quartzo com 50ml de volume.  
O sistema de controle de temperatura é localizado no fundo da cavidade, onde 
um sensor infravermelho capta a variação de temperatura no fundo do frasco. Há 
também um controle interno de pressão, contudo o reator não permite a pressurização 
do tubo antes de iniciar o processamento. Tal pressurização se deu conforme o meio 
reacional entrava em vaporização. Os limites de temperatura e a potência foram de 40 
°C a 60 °C e 20 W, respectivamente, valores estes ajustados no painel de controle do 
equipamento. Os tempos de aquecimento pré-determinados nas reações foram 
contabilizados após a temperatura desejada ser atingida.  
Concluída a reação, os tubos eram resfriados por correntes de convecção de ar 
comprimido até atingir a temperatura de 40 ºC, permitindo assim o manuseio com 
segurança. As amostras eram então removidas para a caracterização dos produtos. 
Também era feita análise visual do volume do meio reacional nos frascos, a fim de 
certificar-se que não havia evaporação visual dos álcoois durante o processo. 
 
3.3.4 Estudo de diferentes álcoois nas reações de esterificação 
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 Foram realizadas reações de esterificação com diferentes álcoois; 1-butanol, 1-
hexanol e 1-octanol, na mesma razão molar de 1:6 (ácido oleico:álcool) para verificar a 
produção de ésteres de cadeia longa. Definiu-se por dois tempos reacionais de 30min e 
90min para estas reações. Devido a cadeia longa destes álcoois, a reação é dificultada, 
levando a necessidade da utilização do solvente n-hexano para que fosse garantida a 
solubilidade total do sistema. Os experimentos foram realizados com a adição de 1,7ml 
de hexano no volume de 3,3ml de meio reacional, mantendo o volume total de 5ml de 
meio, assim como adicionado 2,5ml de hexano no volume total de 5ml de meio. Essa 
diferença volumétrica foi realizada, considerando o fato de o aquecimento micro-ondas 
se dar de forma volumétrica, com isso foi possível identificar se o volume total 
influenciaria no resultado. 
 
3.4 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 
3.4.1 Determinação da atividade enzimática (AE) 
 
A atividade enzimática foi quantificada através de uma reação de síntese, 
empregando o ácido oleico e etanol (razão molar 1:1) como reagentes (mistura padrão). 
A reação foi iniciada pela adição da enzima NS-40116 livre (0,1 g da solução 
enzimática) em 5ml da mistura padrão e conduzida a 40 °C durante 40 minutos, em 
frascos de vidro fechados, mantidos em agitador orbital a 160 rpm. Para as medidas de 
acidez, alíquotas de 0,5ml foram retiradas do meio reacional em triplicata. A cada 
amostra, foram adicionados 15ml de uma solução de acetona-etanol (1:1) (v/v) para 
interromper a reação. A quantidade de ácido oleico remanescente foi determinada por 
titulação com hidróxido de sódio (NaOH) 0,05 M até o meio atingir pH 11. Os ensaios 
dos brancos das amostras continham 0,5ml da mistura padrão e 15ml da solução de 
acetona-etanol. 
Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima 
que consome 1μmol de ácido graxo por minuto por grama de catalisador, nas condições 
do ensaio, calculada pela Equação 1 (FERRAZ et al. 2012). 
 
    
(     )              
        
       Eq. 1 
onde:  
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AE = atividade de esterificação (U/g);  
Va = volume de NaOH gasto na titulação da amostra retirada após 40 min (mL);  
Vb = volume de NaOH gasto na titulação da amostra do branco (mL);  
M = molaridade da solução de NaOH;  
Vf = volume total do meio reacional (mL);  
t = tempo (min);  
m = massa da enzima livre (g); 
Vc = volume da alíquota do meio reacional retirada para titulação (mL). 
 
3.4.2 Determinação de ácidos graxos livres (AGL) 
 
Para a determinação dos ácidos graxos livres, foi utilizado o método de Freire et 
al. (1997) nas amostras da reação enzimática. A cada alíquota de 0,5mL do meio 
reacional, foram adicionados 50mL de uma solução de éter-etanol (1:1) (v/v) para parar 
a reação. Na sequência, cada amostra foi titulada com solução de NaOH 0,02N até pH 
11. A partir do volume gasto de NaOH na titulação, foi obtida a concentração de ácidos 
graxos livres de cada amostra, expressos em µmol/mL, calculados pela Equação 2. 
 
    
            
  
                                                      Eq. 2 
 
onde: 
      = volume de NaOH gasto na titulação (mL); 
N = normalidade da solução de NaOH; 
   = volume da amostra na reação (mL). 
 
3.4.2.1 Titulação potenciométrica dos ácidos graxos livres nas reações com catalisador 
químico 
 
Para calcular a conversão do ácido oleico na reação, foi necessária a 
determinação do seu teor no início e no final da mesma. As amostras coletadas 
continham dois ácidos: oleico e o sulfúrico. Para quantificar apenas o conteúdo de ácido 
oleico e, por consequência, a conversão da reação, aplicou-se o conceito de curva de 
titulação potenciométrica (HARRIS; DANIEL, 2005).   
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Sabe-se que em uma mistura contendo um ácido forte e um ácido fraco, é 
possível determinar as concentrações de ambos os compostos quando a constante de 
dissociação do ácido fraco for menor que 10
-4
 (SKOOG et al., 2006). Neste sentido, 
com a curva de titulação potenciométrica (pH vs. Volume de NaOH), representada na 
Figura 7, foi possível identificar dois pontos de inflexão, o primeiro relacionado ao 
ácido forte e o segundo ao ácido fraco. A variação destes volumes (V2-V1) corresponde 
ao volume gasto para neutralizar o teor de ácido fraco livre. A real detecção dos pontos 
de equivalência foi obtida ao calcular a primeira derivada numérica da curva de 
titulação, reproduzindo os seus respectivos pontos máximos. 
Figura 3 – Curva de titulação potenciométrica de um ácido forte e um fraco. 
 
 Fonte: Autor. 
 
A Equação 3 representa o cálculo do teor de ácido oleico no meio reacional a 
partir da curva de titulação potenciométrica 
 
            
     (     
  ) (     ) 
        
                                            Eq. 3 
 
onde, 
          (  )                                    
          (  )                                        
 
  Este método foi executado por titulação manual, e a conversão de ácido graxo 
livre foi conduzida conforme descrito no item 3.3.6. 
 
3.4.3 Determinação da energia total utilizada no micro-ondas 
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A energia total liberada nos experimentos em micro-ondas foi determinada 
utilizando o somatório da potência desprendida durante o tempo de reação dada pelo 
software, dividido pelo volume do meio reacional, expressada em W, conforme a 
Equação 4. 
  
  
 
           Eq. 4 
 
onde:  
W = energia total; 
Pt = somatório da potência da reação;  
V = volume do meio reacional (mL); 
 
3.4.4 Tratamento estatístico 
 
Os resultados foram tratados estatisticamente segundo metodologia de 
planejamentos de experimentos, com auxílio do software Statistica versão 8.0, com 
nível de significância de 95% de confiança. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
Neste capítulo, são apresentados e discutidos os resultados obtidos a partir da 
esterificação química e enzimática do ácido oleico, utilizando aquecimento 
convencional e micro-ondas. O capítulo inicia apresentando a esterificação do ácido 
oleico com etanol em modo convencional e, na sequência, o efeito da irradiação micro-
ondas. Estudos empregando distintos álcoois e modos de aplicação da irradiação micro-
ondas são também apresentados na sequência.  
 
4.1 ESTERIFICAÇÃO COM CATÁLISE QUÍMICA E ENZIMÁTICA EM 
MÉTODO CONVENCIONAL 
 
Os resultados obtidos a partir da esterificação de ácido oleico com etanol a 45 °C 
em aquecimento convencional empregando os catalisadores químicos e enzimáticos são 
apresentados na Figura 8. Os resultados são reportados como valores médios de 
duplicatas autênticas realizadas nos experimentos. As barras de erros indicam a 
incerteza experimental de cada medida, a qual é representada pelo erro da média de 
cada condição experimental. 
 
Figura 4 – Conversão de ácido oleico residual em função do tempo com aquecimento 
convencional, com distintos catalisadores. 
  
Observa-se um consumo mais acentuado de ácido graxo nos primeiros tempos 
reacionais, quando há maior quantidade de substratos disponíveis, o que favorece as 
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reações de esterificação tanto em meio enzimático, quanto no químico. Após 120 min 
de reação, o consumo de ácidos graxos pelos dois catalisadores apresenta uma tendência 
de estabilização. No entanto, o catalisador enzimático atinge níveis de consumo do 
ácido oleico superiores aos proporcionados pelo uso do catalisador químico, sendo que 
após cerca de 2 horas de reação, 40% de ácido graxo foi consumido nas reações que 
utilizaram o catalisador químico e 10% naquelas catalisadas pelo sistema enzimático, 
sugerindo um melhor desempenho do catalisador enzimático para as condições 
reacionais investigadas. Este fato se deve ao processo de síntese de ésteres, que é 
influenciado pela forma das lipases utilizadas (livres ou imobilizadas).  
Dentre os parâmetros relevantes nestas reações, está o conteúdo de água. Ela é 
necessária para realizar algumas etapas da reação, como a hidrólise do ácido graxo da 
estrutura do triacilglicerol para que, em seguida, o mesmo seja esterificado com o 
álcool. No processo enzimático, a ausência de água não permite a hidrólise do 
triacilglicerol, não liberando os ácidos graxos e, portanto, impedindo a ocorrência já da 
primeira etapa do processo. Além disso, a água é necessária para hidratar a própria 
enzima, permitindo que o seu sítio ativo encontre o substrato (HAMA; KONDO, 2013; 
POPPE et al., 2015; SANTOS, 2016), diferente do processo químico, o qual exige 
ausência ou baixos teores de água. Silva et al. (2018a) observou nas reações de 
transesterificação enzimática da gordura abdominal de frango um aumento gradual de 
metil ésteres, chegando a 82% em 20h de reação, com a adição de água, enquanto 
reações sem adição de água obteve 16% como máxima produção de ésteres metílicos 
após 20h de reação. 
Geralmente, as velocidades iniciais das reações químicas são mais rápidas 
quando comparadas com o catalisador enzimático. Por outro lado, no presente trabalho, 
as lipases apresentaram resultados mais eficientes sobre o ácido residual, tanto no início 
da reação quando nas conversões globais alcançadas no final do processo. Este fato 
pode também estar relacionado à concentração dos catalisadores químicos e enzimáticos 
empregados, além da própria peculiaridade da lipase utilizada, enzima robusta, 
produzida para ser utilizada em processos sem pré-tratamentos. Salienta-se que a 
diferença observada é bastante superior às incertezas experimentais, indicando uma 
melhora estatisticamente significativa na conversão do ácido oleico dentro das 
condições experimentais investigadas. 
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Silva et al. (2018a) relataram que concentrações enzimáticas de 0,3 e 0,7% em 
peso da enzima NS livre 40116, com gordura abdominal de frango, atingiram valores 
máximos de 92,4 e 82,1%, respectivamente, em conversão de ésteres metílicos. 
 
4.2 ESTUDO DO MICRO-ONDAS SOBRE A CATÁLISE QUÍMICA E 
ENZIMÁTICA 
 
A Figura 9 apresenta resultados da esterificação de ácido oleico com etanol 
empregando radiação micro-ondas com catalisadores químico e enzimático. 
 
Figura 5 – Comparação do tipo de catalisador sobre a cinética de consumo de ácido 
oleico na reação de esterificação com etanol empregando radiação micro-ondas. 
 
 
A partir dos resultados da Figura 9 pode-se inferir inicialmente que ambos 
catalisadores apresentam potencialidade de uso com radiação micro-ondas, uma vez que 
foram observadas conversões de 86,3% para o catalisador químico e 92,79% para o 
enzimático em temperaturas reacionais amenas (45 °C).  
Fernandez et al. (2014) avaliaram a esterificação de ácidos graxos com etanol 
em meio homogêneo, catalisada por ácido sulfúrico com irradiação por micro-ondas, e 
obtiveram conversões de 97% de éster, após 90 min de reação, a uma temperatura de 60 
°C, porém com potência de 360 W, muito superior à utilizada neste trabalho que foi de 
20 W. Já Zhang et al. 2012 estudaram a esterificação de ácidos graxos com metanol 
catalisada por resina sulfônica, na ausência e na presença de irradiação por micro-ondas, 
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e obtiveram conversões de 90% após 8 horas e 90 min respectivamente. Rade, (2018), 
no estudo da esterificação contínua de ácido oleico com etanol, razão molar 1:8, com 
ácido bióbico (0,8g), obtiveram conversões de éster de 62%, destacando-se que a 
temperatura utilizada nas reações foi de 255 °C. Todos os autores citados atingiram 
esses resultados com faixas de temperaturas mais altas do que as do estudo em questão, 
o que justifica resultados de conversões maiores dos obtidos nesta investigação. 
Observa-se que o substrato enzimático sofre uma interferência das micro-ondas 
se comparado ao estudo sob aquecimento convencional (Figura 8). Tal fato pode ser 
explicado pela potência muito alta inserida, em que ocorre uma redução na taxa de 
reação devido à desnaturação da estrutura da enzima, induzida pelo calor e pela quebra 
de ligações iônicas de hidrogênio fracas, levando à inativação da enzima (Tabela 6 
apêndices). 
 
4.3 ESTUDO DA IRRADIAÇÃO MICRO-ONDAS NOS MODOS CÍCLICO E 
DINÂMICO 
 
A seguir, serão apresentados resultados obtidos no estudo das micro-ondas, 
comparando seu modo de operação cíclico e dinâmico com o método convencional. A 
Figura 10 apresenta os resultados obtidos da esterificação do ácido oleico com etanol 
empregando o catalisador químico. Na referida Figura estão plotados os dados de ambos 
os métodos de aplicação da irradiação micro-ondas juntamente com os resultados do 
aquecimento convencional. 
 
Figura 6 – Comparação dos modos de operação das micro-ondas com método 
convencional sobre a cinética de consumo de ácido oleico na reação de esterificação 
com etanol, empregando catalisador químico. 
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Na Figura 10 pode ser percebido que o emprego da radiação micro-ondas 
incrementa o consumo de ácido oleico na esterificação química com etanol. Importante 
salientar que a temperatura de todas as reações é mantida em 45°C.  
 Comparando os métodos de adição da radiação micro-onda, observa-se que o 
modo cíclico se apresentou ligeiramente superior ao modo dinâmico.  O modo cíclico 
de aplicação das micro-ondas adiciona, na amostra, uma quantidade constante de 
energia (potência fixa) em tempos pré-determinados (Figura 5). A temperatura média de 
45 °C é mantida constante com auxílio do sistema de resfriamento do reator. Porém 
existe uma oscilação de temperatura de cerca de 5 °C em torno da média neste modo de 
aplicação. Por outro lado, no método dinâmico a potência irradiada é modulada pelo 
equipamento visando manter constante a temperatura. Neste modo, a temperatura se 
mantém constante em 45 °C com oscilações menores do que 1 °C. A consequência 
destes dois métodos de aplicação da radiação é que a quantidade total de energia 
irradiada no modo cíclico é superior àquela dispendida no modo dinâmico, conforme 
apresentada na Figura 11 a seguir.  
  
 
Figura 7 – Energia total aplicada nas amostras pelos métodos dinâmicos e cíclicos do 
equipamento CEM discover na catálise química. 
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A Figura 12 a seguir apresenta os resultados da esterificação de ácido oleico com 
etanol, empregando catálise enzimática. Os dados são apresentados a partir do 
aquecimento em modo convencional e sob irradiação micro-ondas nos modos cíclico e 
dinâmico. 
 
Figura 8 – Ácido graxo residual em função do tempo nos métodos, convencional, 
micro-ondas cíclico e micro-ondas dinâmico, com catálise enzimática. 
 
 
Na Figura 12, observaram-se os maiores consumos de ácido graxo 
(aproximadamente 90%) quando se utilizou, para reação, o método convencional e 
dinâmico. Não houve diferenças qualitativas quando se analisaram os dois métodos 
(convencional e micro-ondas dinâmico) no consumo de ácido graxo via catálise 
enzimática em que, após 60 minutos de reação o consumo foi de aproximadamente 
90%. 
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Ao analisar o perfil cinético obtido quando as micro-ondas eram aplicadas no 
método cíclico, diferentemente do estudo com catálise química (Figura 10), pode ser 
percebido que o substrato enzimático sofre uma interferência no método cíclico. Tal 
fato pode ser explicado pela quantidade excessiva de energia que é aplicada no método 
cíclico (Figura 11) o que pode levar à inativação da enzima. 
Alguns trabalhos da literatura reportam já que quantidades excessivas de energia 
aplicadas sobre complexos enzimáticos podem levar à inativação das mesmas 
(QUEIROZ, et al., 2015). Esta observação pode estar relacionada à geração de pontos 
quentes que, apesar da temperatura bulk estar amena (45 °C no caso dos experimentos), 
localmente a temperatura pode estar mais elevada o que tende a modificar os complexos 
proteicos das enzimas, levando à sua inativação. Lopes et al, (2015), no estudo da 
estabilidade e das alterações estruturais da peroxidase de rabanete em micro-ondas em 
aquecimento convencional, indica que, a 45 °C, a ativação da enzima ocorre como 
resultado de mudanças conformacionais em sua estrutura terciária, enquanto a região do 
sítio ativo é mais protegida, porém acessível ao substrato por meio de mudanças em sua 
estrutura secundária, que se torna menos comprimida.  
Em contraste, a 60 °C, estruturas secundárias e terciárias foram abruptamente 
alteradas pela ruptura de interações importantes que mantêm a proteína ativa. Assim, o 
reconhecimento do substrato pelo sítio ativo da enzima não é mais possível. Outro 
aspecto que deve ser levando em consideração no método dinâmico é a oscilação da 
temperatura ao longo do experimento, que apresenta valores médios em torno de 45 °C. 
Porém oscilações elevadas de até 5°C são observadas, o que pode influenciar na 
atividade do complexo enzimático. 
 
4.4 ESTUDOS DE DIFERENTES ÁLCOOIS NA REAÇÃO DE ESTERIFICAÇÃO  
 
 Tendo em vista os resultados obtidos em micro-ondas dinâmico utilizando 
catalisador enzimático, propôs-se um estudo da variação dos tipos de álcoois nas 
reações de esterificação com ácido oleico. A investigação de distintos álcoois na 
esterificação leva a produção de ésteres de cadeia longa com distintas aplicações 
(SANTOS, 2015). Como forma de organizar os resultados, os ensaios foram divididos 
em duas seções: uma abordando a catálise química do ácido oleico empregando uma 
série homóloga de álcoois (etanol, n-butanol, n-hexalnol e n-octanol) sob aquecimento 
 46 
 
convencional e micro-ondas e uma segunda seção abordando a catálise enzimática 
destes sistemas. 
 
4.4.1 Catálise química 
 
A Figura 13 mostra os resultados obtidos da esterificação do ácido oleico com 
etanol, 1-butanol, 1-hexanol e 1-octanol a 45 °C, durante 30 min e 90 min (definidos 
tempos intermediários aos experimentos realizados) de reação empregando o catalisador 
químico sob aquecimento convencional. Para o etanol, utilizou-se os resultados obtidos 
previamente no estudo. 
 
Figura 9 – Esterificação de ácido oleico com distintos álcoois, empregando catalisador 
químico, sob aquecimento convencional. 
 
 
Observa-se na Figura 13 um consumo aproximado entre 20 e 30% do ácido 
oleico para os distintos álcoois durante os 30 minutos iniciais da reação. A conversão do 
ácido é continuada, de forma que o ácido graxo residual é diminuído para todos os 
álcoois em tempos da ordem de 90 minutos. Para o etanol, não foram medidos valores 
em 90 minutos reacionais, porém a análise da Figura 8 (onde foi conduzida uma cinética 
da reação com etanol) sugere valores da ordem de 50% de ácido graxo residual. A partir 
da Figura 13, observa-se também que o maior consumo de ácido graxo após 90 min de 
reação ocorreu para 1-octanol (cerca de 65% do valor inicial). 
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A Figura 14 apresenta os resultados obtidos da esterificação do ácido oleico com 
etanol, 1-butanol, 1-hexanol e 1-octanol durante 30 min e 90 min de reação empregando 
o catalisador químico, sob aquecimento micro-ondas. Qualitativamente, pode ser 
observado que os mesmos efeitos observados no aquecimento convencional estiveram 
presentes, nos quais todos os álcoois se mostraram reativos no início do processo (30 
minutos de reação) e, na sequência, a reação teve sequência consumindo o ácido graxo e 
diminuindo o valor residual deste composto no final da reação. A Figura 14 evidencia 
também que os álcoois de maior cadeia propiciam um maior consumo do ácido oleico 
após 90 minutos de reação, onde para os álcoois superiores (C4, C6 e C8) apresentaram 
valores de ácido residual em torno do 10% do original. 
 
Figura 10 – Efeito das micro-ondas na esterificação de ácido oleico com distintos 
álcoois, durante o período de 30min e 90 min empregando catalisador químico, sob 
aquecimento micro-ondas. 
 
 
Zhang et al. (2012) estudaram a esterificação do óleo de fritura, com alto índice 
de acidez (152,3 mg KOH/g), com o metanol, o etanol e o butanol catalisados por resina 
sulfônica. Melhores resultados foram encontrados com butanol, enquanto a conversão 
com etanol foi menor do que a obtida com metanol. Os autores atribuíram esse resultado 
à possibilidade de ter ocorrido, provavelmente, maior inchamento da resina com 
metanol, o que facilitou a reação de esterificação. Nos experimentos deste trabalho em 
que empregaram catálise homogênea, tal fato pode ser atribuído a uma maior proporção 
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volumétrica dos álcoois de cadeia longa (a razão molar era fixa em 1:6), o que pode 
auxiliar o contato do ácido graxo com as moléculas de álcool.  
 A Figura 15 apresenta uma comparação entre os modos de aquecimento sobre o 
teor de ácido oleico residual na esterificação com distintos álcoois. Para efeitos de 
apresentação a comparação está dividida em distintos tempos reacionais: 30 e 90 min.  
 
Figura 11 – Estudo comparativo dos métodos convencional (a) e micro-ondas (b) em 
30min e 90min, empregando catalisador químico. 
 
 
 
 
 
A Figura 15 mostra claramente que a radiação micro-ondas acelera a reação de 
esterificação do ácido oleico. De fato, para todas as condições e todos os tempos 
reacionais, a Figura 15 sugere que, independente do álcool utilizado, a catálise ácida 
com ácido sulfúrico é incrementada quando se usa micro-ondas no lugar do 
aquecimento convencional. Este fato pode ser atribuído a possíveis pontos quentes 
produzidos em torno do micro domínio do catalisar ácido, o que pode auxiliar a cinética 
da reação.   
Uma vez que os ésteres produzidos com os álcoois de maior cadeia tendem a ser 
mais hidrofóbicos, foi conduzido um estudo avaliando a adição de n-hexano (solvente 
apolar e transparente às micro-ondas) sobre a reação de esterificação do ácido oleico no 
tempo de 30min. Nestes testes, foi avaliada a adição de 1,7ml de hexano no volume de 
3,3ml de meio reacional, mantendo o volume total de 5ml de meio. Estes testes estão 
denominados “5 ml”. Em outra bateira de testes, foram adicionados 2,5ml de hexano no 
volume total de 5ml de meio reacional (estes testes foram denominados “7,5 ml”). Em 
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outras baterias, “0 ml”, o hexano foi adicionado após transcorrido o tempo da reação de 
esterificação, somente solubilização da amostra antes da análise. A figura 16 apresenta 
os resultados destes ensaios. 
 
Figura 12 – Esterificação de ácido oleico com distintos álcoois na presença de hexano 
em 30 minutos de reação empregando catalisador químico em aquecimento micro-
ondas. 
 
 
A Figura 16 sugere inicialmente que a adição de n-hexano ao meio reacional 
pode ser positiva para os volumes de 0 e 5 ml (sem e com adição de hexano). Este 
resultado corrobora com os estudos reportados por outras esterificações que aplicaram 
diretamente o H2SO4 como catalisador na presença de n-hexano (LUCENA et al., 2011; 
HANH et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010). Apesar deste efeito ter sido relativamente 
fraco, (porém é um efeito estatisticamente significativo com p<0,05 no teste de Tukey), 
esta observação pode estar relacionada ao hexano ter deixado o meio reacional mais 
homogêneo.  
Quando se tem volumes reacionais muito grandes, a radiação pode chegar em 
intensidades menos pronunciadas em regiões profundas da amostra, diminuindo a 
eficiência global do processo. Este fato pode ter ocorrido quando se conduziram as 
reações em um maior volume total (7,5 ml). Outro fator que pode ser considerado na 
Figura 16 é que para as reações que continham 5 ml de meio reacional (0ml e 7,5 ml), o 
consumo de ácido graxo foi inferior do que aquela que tinha menos meio reacional 
(3,3ml de meio reacional na reação denominada “5ml”). Considerando que o meio 
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absorvedor de micro-ondas é o meio reacional (molécula polares ao passo que o n-
hexano é transparente as micro-ondas), a quantidade de radiação para o meio reacional 
“5mL” é maior, sugerindo um maior consumo de ácido.  
 
 
 
 
4.4.2 Catálise enzimática 
 
Os resultados apresentados na Figura 17, referem-se às reações de esterificação 
de ácido oleico em aquecimento convencional com etanol, com 1-butanol, com 1-
hexanol e com 1-octanol a 45 °C durante 30min e 90min de reação, empregando o 
catalisador enzimático.  
 
Figura 13 – Esterificação de ácido oleico com distintos álcoois, empregando catalisador 
enzimático, sob aquecimento convencional, em diferentes tempos reacionais. 
 
 
Observa-se na Figura 17 que também para a catálise enzimática em meio 
convencional é possível ocorrer a reação de esterificação de ácido oleico com distintos 
álcoois. Porém, o tamanho da cadeia do álcool parece agora apresentar efeito no 
processo, em que, para os álcoois de maior cadeia (C6 e C8), o consumo do ácido graxo 
não é incrementado com o tempo entre 30 e 90 minutos de reação.  
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A Figura 18 apresenta os resultados obtidos da esterificação do ácido oleico com 
etanol, com 1-butanol, com 1-hexanol e com 1-octanol a 45 °C, durante 30 min e 90 
min de reação empregando o catalisador enzimático, sob aquecimento micro-ondas. 
Pode ser observado nesta figura que o efeito do tamanho da cadeia do álcool é bastante 
pronunciado na catálise enzimática em micro-ondas, sendo que, onde para os álcoois de 
cadeia longa a conversão foi próxima de zero. 
 
Figura 14 – Efeito das micro-ondas na esterificação de ácido oleico com distintos 
álcoois, em diferentes tempos reacionais, empregando catalisador enzimático. 
 
 
 
A Figura 19 apresenta uma comparação das reações de esterificação enzimática 
de ácido oleico com aquecimento micro-ondas e convencional em distintos tempos 
reacionais.  
 
Figura 15 – Estudo comparativo dos métodos convencional (a) e micro-ondas (b) em 
30min e 90min, empregando catalisador enzimático. 
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Observando na Figura 19, que para os álcoois estudados, o etanol tem destaque 
em diferentes tempos e aquecimentos, quando comparado com os demais álcoois, cerca 
de 70% e 30% em 30min para o aquecimento convencional e 55% e 18% em 90min 
para o aquecimento micro-ondas, respectivamente. Ao compararmos os demais álcoois 
(1-Butanol, 1-Hexanol, 1-Ocatanol), os resultados indicam que a conversão da reação é 
enormemente afetada pelo tamanho da cadeia. 
Buscando avaliar se este efeito era relacionado à miscibilidade do meio 
reacional, avaliou-se o efeito da adição de n-hexano ao meio. A Figura 20 mostra vistas 
dos frascos reacionais sem a presença de hexano na reação (a) e com adição de hexano 
no meio reacional (b).  
 
Figura 16 – Solubilidade do meio reacional submetido ao efeito das micro-ondas sem 
adição de hexano (1-butanol) (a), com distintos álcoois na presença de hexano (b). 
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O estudo foi conduzido seguindo o mesmo procedimento da seção anterior: 
0mL: o n-hexano foi adicionado após a reação, onde 5 ml do meio reacional sem n-
hexano foi levado à reação em micro-ondas e o solvente então adicionado ao final da 
reação para solubilização do meio; “5 ml”: 1,7 ml de n-hexano foi adicionado a 3,3 ml 
do meio reacional e “7,5 ml”: 2,5 ml de n-hexano foram adicionados a 5 ml do meio 
reacional. A Figura 21 apresenta resultados que demonstram uma melhor mistura da 
amostra quando se adiciona n-hexano ao meio reacional. Porém, maiores volumes 
reacionais parecem também prejudicar a conversão da reação.   
 
Figura 17 – Efeito das micro-ondas na esterificação de ácido oleico com distintos 
álcoois, na presença de hexano no meio reacional, empregando catalisador enzimático. 
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5  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
As conclusões relativas à esterificação frente à catálise química e enzimática, 
para os dois métodos de aquecimento, convencional e micro-ondas, estão apresentadas 
por cada objetivo específico definido no início do trabalho.  
A energia das micro-ondas apresentou grande potencial no aumento da taxa de 
reação, tanto na esterificação por catálise química quanto na enzimática, mostrando 
vantagem se comparado ao sistema convencional. Destaque maior ao sistema dinâmico, 
onde, para ambos os catalisadores, percebeu-se menor quantidade de ácido residual, 
considerando que, para o catalisador enzimático, o modo de operação cíclico, 
comprometeu o desempenho da lipase.  
 
i. Avaliar a cinética da esterificação de ácido oleico em meio homogêneo com etanol 
empregando lipase NS-40116 livre e ácido sulfúrico. 
 Os dados do estudo da esterificação de ácido oleico em meio homogêneo com 
etanol, empregando catalisador enzimático e químico, confirmam um consumo mais 
acentuado de ácido graxo nos primeiros tempos reacionais, quando há maior quantidade 
de substratos disponíveis, o que favorece as reações de esterificação tanto em meio 
enzimático, quanto no químico. Após 60 min de reação, o consumo de ácidos graxos 
pelos dois catalisadores apresenta uma tendência de estabilização. 
 
ii. Avaliar efeito da irradiação micro-ondas, modo cíclico e dinâmico, sobre a 
esterificação enzimática de ácido oleico e catalisador químico.  
Para o estudo do efeito da irradiação micro-ondas nos modos cíclico e 
dinâmico com catálise química, foi possível observar que o modo cíclico se apresentou 
superior ao modo dinâmico. Diferentemente deste estudo, ao analisar o perfil cinético 
obtido quando as micro-ondas eram aplicadas no método cíclico, pode-se perceber que 
o substrato enzimático sofre uma interferência no método cíclico. Tal fato pode ser 
explicado pela quantidade excessiva de energia que é aplicada no método cíclico o que 
pode levar a inativação da enzima. Os resultados indicaram que o uso de micro-ondas 
melhorou a atividade no modo de potência fixa para a esterificação enzimática. 
iii. Analisar a esterificação de ácido oleico e diferentes álcoois, empregando a lipase 
NS-40116 e ácido sulfúrico. 
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A partir das conversões obtidas com os diferentes catalisadores e com 
diferentes álcoois, é possível afirmar que os melhores resultados estão para o catalisador 
químico. O tamanho da cadeia do álcool exerce uma grande influência sobre a 
esterificação do ácido oleico via catálise enzimática, ao passo que este efeito é 
minimizado na catálise química.  
iv. Avaliar a esterificação de ácido oleico com diferentes álcoois, empregando 
aquecimento convencional e irradiação micro-ondas. 
Para todos os álcoois em estudo, comparando o modo de aquecimento 
convencional com a irradiação micro-ondas, foi possível observar que os melhores 
resultados estão para o aquecimento micro-ondas, no tempo de 90min. De forma geral, 
os resultados permitem concluir que as micro-ondas exercem um efeito acelerador na 
reação e que as diferenças entre os aquecimentos são mais pronunciadas em tempos 
curtos. Em tempos reacionais mais longos, onde se observam os maiores consumos do 
ácido graxo, o efeito das micro-ondas é “diluído” pelo efeito térmico do processo. 
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APENDICES 
 
APENDICE 1 - TABELAS DE CONSUMO DE ÁCIDO GRAXO E ERROS 
EXPERIMENTAIS 
 
Tabela 1.  Valores de erros nos experimentos de conversão de ácido graxo residual, no 
método convencional, com distintos catalisadores. 
Tempo (min) 
         Enzimático          Químico 
AR (%) Erro AR (%) Erro 
5 98,0 1,5 93,5 1,3 
15 91,7 3,0 93,5 1,3 
30 70,7 4,1 82,6 1,3 
45 53,7 4,1 69,6 1,3 
60 33,2 4,6 68,5 1,5 
120 9,9 0,7 50,0 1,3 
180 7,6 0,4 42,4 1,5 
240 7,3 0,6 39,1 1,3 
 
Tabela 2.  Valores de erros nos experimentos de conversão de ácido graxo residual, por 
aquecimento micro-ondas, com distintos catalisadores. 
Tempo (min) 
         Enzimático          Químico 
AR (%) Erro AR (%) Erro 
5 71,2 1,4 86,2 1,9 
15 57,5 1,9 65,2 1,0 
30 43,8 0,0 53,2 0,6 
45 32,9 1,4 31,4 1,8 
60 30,1 1,4 16,6 0,6 
120 13,7 1,9 7,2 0,7 
 
Tabela 3.  Valores de erros nos experimentos de conversão de ácido graxo residual, nos 
métodos, convencional, micro-ondas cíclico e micro-ondas dinâmico, com catálise 
química.  
Tempo 
(min) 
Convencional Dinâmico Cíclico 
AR (%) Erro AR (%) Erro AR (%) Erro 
5 93,48 1,26 76,71 1,37 68,49 1,94 
15 93,48 1,26 67,12 1,94 53,42 1,94 
30 82,61 1,26 49,32 0 32,88 1,94 
45 69,57 1,26 35,62 1,37 23,29 1,94 
60 68,48 1,54 30,14 1,37 16,44 1,94 
120 50,00 1,26 17,81 1,94 12,33 1,94 
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Tabela 4.  Valores de erros nos experimentos de conversão de ácido graxo residual em 
micro-ondas dinâmico, com catálise química na presença de hexano.  
Volume 
(mL) 
1-Butanol 1-Hexanol 1-Octanol 
AR (%) Erro AR (%) Erro AR (%) Erro 
0 30,66 36,89 36,89 5,80 33,22 2,47 
5ml 19,43 36,89 17,48 2,74 18,26 3,84 
7,5ml 42,82 36,89 35,34 3,52 37,46 6,51 
 
Tabela 5.  Valores de erros nos experimentos de conversão de ácido graxo residual em 
micro-ondas dinâmico, com catálise enzimática. 
Tempo 
(min) 
Convencional Dinâmico 
AR (%) Erro AR (%) Erro 
5 98,01 1,54 86,22 1,86 
15 91,68 2,97 65,16 1,00 
30 70,65 4,07 53,24 0,63 
45 53,73 4,09 31,38 1,82 
60 33,22 4,62 16,62 0,55 
120 9,91 0,66 7,21 0,66 
 
 
Tabela 6.  Resultados de atividade enzimática e energia total nos experimentos 
em modo convencional, micro-ondas cíclico e dinâmico. 
MÉTODO TEMPO (min) 
ATIVIDADE 
ENZIMÁTICA U/g 
ENERGIA 
TOTAL (w) 
CONVENCIONAL 
15  -  - 
30 1767,46  - 
60 621,00  - 
120 433,95  - 
CÍCLICO 
15 140,53 1280 
30 180,58 2480 
60 168,01 4320 
120 111,22 8200 
DINÂMICO 
15 181,95 243,4 
30 430,91 361,2 
60 250,42 673,8 
120 326,23 1278,2 
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APENDICE 2 – GRÁFICOS DAS CURVAS DE TITULAÇÃO 
POTENCIOMÉTRICA PARA REAÇÕES COM CATÁLISE QUÍMICA  
 
Figura 1 – Titulação potenciométrica, para etanol, em 5min de reação em aquecimento 
convencional. 
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Figura 2 – Titulação potenciométrica, para etanol, em 240min de reação em 
aquecimento convencional. 
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Figura 3 – Titulação potenciométrica, para etanol, em 5min de reação em aquecimento 
micro-ondas modo cíclico. 
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Figura 4 – Titulação potenciométrica, para etanol, em 120min de reação em 
aquecimento micro-ondas modo cíclico. 
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Figura 5 – Titulação potenciométrica, para etanol, em 5min de reação em aquecimento 
micro-ondas modo dinâmico. 
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Figura 6 – Titulação potenciométrica, para etanol, em 120min de reação em 
aquecimento micro-ondas modo dinâmico. 
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Figura 7 – Titulação potenciométrica, para 1-butanol, em 30min de reação em reator 
micro-ondas. 
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Figura 8 – Titulação potenciométrica, para 1-butanol, em 90min de reação em reator 
micro-ondas. 
 
          
     (     
  )  (     ) 
        
     
          
(    )  (   ) 
    
     
              
 
 
 72 
 
Figura 9 – Titulação potenciométrica, para 1-hexanol, em 30min de reação em reator 
micro-ondas.  
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Figura 10 – Titulação potenciométrica, para 1-hexanol, em 90min de reação em reator 
micro-ondas. 
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Figura 11 – Titulação potenciométrica, para 1-octanol, em 30min de reação em reator 
micro-ondas. 
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Figura 12 – Titulação potenciométrica, para 1-octanol, em 90min de reação em reator 
micro-ondas. 
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